NederlandschOctrooibureau 


A • - • t t ■ > 


Ocrrooicn. Merkcn, ModelUn 
en Liceotie* ' 


Patents. Trademark*, Deiign 

Certified Netherlands translation of a European Patent (Art 65 EPC) ■ . uc«„i»s 


Patent number 


Patentee 


Application filed on 


Application number 


Patent mentioned in 
European Patent Bulletin 


Patent will expire on 


0746608 


Novozymes A/S 


21 February 1995 


95909664.5 


20 August 2003 


21 February 2015 


Annuities for maintaining 
the patent will be due on 


29 February 


Filing date of certified 
Netherlands translation 


20 November 2003 


Correspondence / Correspondence Bureau Deo Haag 

Posibus 29720 f P.O. Box 29720 Sche»eoingsewe« 82 251 7 KZ Den Haag 

*02 LS Den Haag / 2502 LS The Hague Tef: *3t (0>70 352 75 00 Fax: *31(0>70 352 75 28 

The Netherlands Bureau Ede 

E mail: info©ocrrooiburcau.nl Bennekoraseweg 43, 6717 LL Ede 

www.octrooibureau.ol Tel: *3l (0)3 18 707 000 Fax; *31 (01318 707 007 


Her Ncderlandsch Octrooibureau 
is cen maatschap die bcuaat utt 
bcroepsven noetic happen, tedere 
aansprakelijkheid is bepcrkt rot bet 
bed rag dat in het desbetreffende. geval 
onder orize bcro«p$aansprakclijkheids- 
verzekering wordt oitbetaald. 


Nedertandscfa Octrooibureau is 

a partnership of professional 
corporation*. Any liability shall 
be limited to the amount which 
- is paid oat under the firm's 
professional liability policy 
in the matter concerned. 


BEST AVAILABLE COPY 


NZAS-0017242 


Nederlandsch Octrooibureau 


Octr ooigemachtigden 
European Patent Attorney* 

Metken- fie Modelled-, 
gemachttgden 
Trademark Design 
Attorney i 


VERKLARING 


Ondergetekende, i r j.h.M. Goppens 

ingeschreven in het Register van Octrooigemachtigden bedoeld in Artikel 3 van het 
Octrooigemachtigdenreglement betreffende het optreden als gemachtigde voor het 
Bureau voor de Industrie Eigendom, verklaart hierbij dat de aangehechte vertaling naar 
zijn beste weten een volledige en getrouwe vertaling is van de tekst van het Europese 
octrooischrift nr. 0746608 (Bl). 


's-Gravenhage 


20 november 2003 



Correspondentie / Correspondence 
Postbuj 29720 / P.O. Box 29720 
2 LS Deo Haag / 2502 LS The Hague 
The Netherlands 
E-mail: tnfodoccrootbureau.nl 
www.octrooibureau.nl 


Burtau Den Haag 
Scheventngscweg 82 2517 KZ Den Haag 
Tel: +J1 (0)70 352 75 00 fax: *31<0>70 352 75 23 
Bureau Wageningen 
Agro Business Park 48 6709 PW Wageningen 
Tel: *3I (01317 479 790 


Het Nederlandsch Octrooibureau 
is een maaticbap die beitaat uit 
beroepSTennootscbappeo. ledere 
aansprakcltjkbeid i> bepcrkt rot bet 
bedrag dat ir> bet dciberreffende ge*al 
onder onie beroepsaansprakeltjkheidi- 
verzekering wordt uitbetaald. 


Kederlandscb Octrooibureau U 
a partnership of professional 
corporations. Any liability shall 
be limited to the amount which 
is paid out under the firm's 
professional liability policy 
ia the (natter concerned. 


NZAS-0017243 


T210198 I 
Publicatienummen 0 746 608 Bl 
Octrooihouden Novozymes A/S 

Werkwiize voor het vervaardigea van een geunmobiliseerd enzvmpreparaat en toepas- 
5 sing van het gelmmobiliseerde enzvmpreparaat 

Beschrijving 

[0001] De ui Winding omvat een werkwijze voor het vervaardigen van een 

10 geimmobiliseerd enzvmpreparaat omvattende een enzym dat kan worden toegepast 
voor een organische synthese. in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is 
van vrij water en een toepassing van het geimmobiliseerd enzvmpreparaat Het meest 
algemeen voorkomende enzym dat kan worden toegepast voor een organische synthese 
in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is van vrij water is lipase. Voor- 

15 beelden van andere enzymen van deze soort zijn proteasen, amidasen, esterasen, oxido- 
reductasen en nitrilasen. In hetgeen hierna volgt wordt de uitvinding veelal beschreven 
met referte aan lipase als het belangrijkste voorbeeld van een enzym dat kan worden 
toegepast voor een organische synthese in een in hoofdzaak organisch medium dat ver- 
stoken is van vrij water. Het begrip 'organische synthese* heeft de in de organische 

20 chemie algemeen aanvaarde betekenis. Kenmerkende voorbeelden van organische 
syntheses die behoren tot de draagwijdte van de uitvinding zijn derhalve als volgt: her- 
veresteringen, omesteringen, onderlinge veresteringen, acyleringen, epoxyderingen, 
aminolyses, ammoniolyses, oxidaties en reducties. Onder het begrip 'in hoofdzaak or- 
ganisch medium dat verstoken is van vrij water' dient te worden verstaan een 6£n-fasig 

25 medium waaryan het organische deel ten minste 50% w/w bedraagt 

[0002] Geunmobiliseerde lipasepreparaten worden toegepast als katalysator voor 
onderlinge veresteringen en andere vet-gerelateerde processen, b.v. de vervaardiging 
van substituten voor cacaoboter. In geval van een ladingsgewijze reactie dient de kata- 
lysator te worden gescheiden van het reactiemengsel om na beeindiging van de reactie 

30 opnieuw te kunnen worden gebruikt Voor een bevredigend resultaat is derhalve een 
goede filtreerbaarheid van de katalysator nodig. 
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[0003} In WO 90/05778 wordt een werkwijze beschreven voor het vervaardigen 
H s*an.eeir geimmobiliseerd lipasepreparaat dat kan worden toegepast bij bijvoorbeeld de 
^^rodu^e van margarine. Dit preparaat omvat een macroporeuze silicadrager. 
: ^^ v Hp0p4]' -' In EP 140 542 wordt een geimmobiliseerd lipasepreparaat beschreven voor 
>^V^^pSiderlmg veresteren van vetten. Dit preparaat omvat een anionenwisselharsdragcr. 
i^S^^fel- . Deze beide gdtoimobiliseerde lipaseprcparaten uit de bestaande techniek 
fS^Iebben het nadeel dat ze duur zijn, Vooral met betrekking tot de productie van marga- 
wereldwijd vervaardigd wordt in hoeveelheden van miljoenen tonnen per jaar, 
l^jjfet van belang de productiekosten tot een minimum te beperken.. 
^H^06] Het doel van de uitvinding is derhalve te voorzien in een werkwijze voor 
f|^|^t vervaardigen van een goedkoop geimmobiliseerd enzympreparaat dat technische 
^igenschappen dient te bezitten die gelijk of bijna gelijk zijn aan die van getmrnobili- 
*seerde enzympreparaten volgens de bestaande techniek, vooral ten aanzien van de fil- 
itreerbaarheid na een voltooide ladingsgewijze productie van margarine, en ten aanzien 
£5 van een lagedrukval in kolommen voor een continue bedrijfsvoering, voor het geval het 
;enzym een lipase is, en in een toepassing van een zodanig geimmobiliseerd enzympre- 
paraat ^» 
: i:[0007] De werkwijze volgens de uitvinding voor het vervaardigen van een 
: Igetmmobiliseerd enzympreparaat omvattende een enzym dat kan worden toegepast 
•20 Ivoor een organische synthese in een in hoofdzaak organisch medium dat verstoken is ^ , g 

wan vrij water wordt gekenmerkt door het feit dat een vloeibare enzymsamenstelling en 0*r\ 
een uit deeltjes bestaande silicadrager met een deeltjesgrootte van minder dan ongeveer 
100 jun worden toegepast als in een granulator of extruder in te voeren materialen, 
-waarna een granulering of extrusie wordt uitgevoerd. De vloeibare enzymsamenstelling 
JL5 kan niet-waterig zijn, b.v. op basis van alcohol, of waterig. De uit deeltjes bestaande 

silicadrager kan een brede deeltjesgrootteverdeling vertonen, b.v. tussen ongeveer 5 jim CJO 

LU 

:en 100 \im. In deze beschrijving met conclusies dient onder Silica' te worden verstaan 
6f silica 6f een silicaat, b.v. magnesiumsilicaat Men dient te bedenken dat de uitvin- 
'ding zowel de situatie omvat waarin eerst een uit deeltjes bestaande geimmobiliseerde 
30 lipasesamenstelling met een deeltjesgrootteverdeling die vergelijkbaar is met de deel- 
tjesgrootteverdeling van de uit deeltjes bestaande silicadrager wordt vervaardigd, 
waarna de granulering of extrusie wordt uitgevoerd (zie Voorbeelden 6 en 7), als de 
situatie waarin de vervaardiging in slechts een stap wordt uitgevoerd (zie Voorbeelden 
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te i^enken dat het enzym tijdens het granuleren of extruderen 
^Optreden en/of dal een specifiek bindmiddel kan worden toege- 
polyvinylpynolidon. Tijdens de werkwijze volgens de uitvin- 
^yS>3ceur een verstuiving te worden uitgevoerd, veelal een verstuiving 
ebzymsamenstelling en/of een verstuiving van het bindmiddel in 
>k dient men te bedenken dat de bij de werkwijze volgens de uitvin- 
inrichting voor de uitvinding niet van speciaal belang is omdat elk type 
Lv. een fluid-bedsproeier-granulator, of elk type extruder kan worden toe- 

poedervormig geunmobiliseerd lipasepreparaat op silicabasis wordt 
|£in b.v. WO 88/02775, pagina 11, regels 21 - 24. Dit geimmobiliseerde lipa- 
is. als gevolg van een slechte filtreerbaaiheid na een ladingsgewijs proces 
Sntstaan van een hogedrukverlies tijdens een in een kolom uitgevoerd continu 
^plledig ongeschikt voor zowei ladingsgewijze als continu uitgevoerde vet-ge- 
lifewerkwijzen. 

Geimmobiliseerde lipasepreparaten worden beschreven in EP 579928 en in 
■TOilpcrobiol. Biotechnol. (1988) 28: 527 - 530, maar geen van deze lipaseprepara- 
de bestaande techniek omvatten een silicadrager. 
Of In Chem. Abstract VoL 118 (1993): 55095v wordt een geunmobiliseerd 
ipls^preparaat op een silicadrager beschreven, Echter, de werkwijze volgens de uit- 
l||iding omvattende de deeltjesgrootte van de drager en de granulering of extrusie 
||wordt niet beschreven. 

J0011] Verrassenderwijs is gebleken dat het volgens de werkwijze volgens de 
^uitvinding geimmobiliseerde enzympreparaat op de eerste plaats dramatisch goedkoper 
4 0$ h dan de vergelijkbare in de techniek reeds bestaande geimmobiliseerde enzymprepa- 
faten en dat het op de tweede plaats technische eigenschappen laat zien die gelijk of 
brjna gelijk zijn aan de in de techniek reeds bestaande geimmobiliseerde enzymprepa- 
raten, b.v. ten aanzien van de filtreerbaarheid na een ladingsgewijs vet-gerelateerd pro- 
M?.- ces en het ontstaan van een lagedrukverlies tijdens een continu uitgevoerd vet-gerela- 
3ft teerd proces, wanneer het enzym een lipase is. j^J 
[0012] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
wordt gekenmerkt door het feit dat het enzym een lipase is. 
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[0013] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
wordt gekenmerkt door het feit dat de lipase in de vloeibare lipasesamensteUing een 
thermostabiele lipase is. 

10014] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
5 wordt gekenmerkt door het feit dat de lipase in de vloeibare lipasesamensteUing wordt 
voortgebracht door het kweken van een micro-organisme met een gen die codeert voor 
een lipase afgeleid van een stam van de Humicola species, Candida antarctlca of 
Rhizomucor miehei, of deze tot expressie brengt 

[0015] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
1 0 wordt gekenmerkt door het feit dat de verhouding tussen de hoeveelheid vloeibare lipa- 
sesamensteUing en het gewicht van de uit deeltjes bestaande silicadrager ten minste 
100.000 LU/g drager (drooggewicht) is. LU is de eenheid van de lipase-activheit zoals 
beschreven in AF 95.1/2-GB, die op verzoek kan worden verkregen bij Novo Nordisk 
A/S. Bij de LU bepaling wordt tributyrine toegepast als substraat voor het bepalen van 
1 5 de lipase-activiteit. 

[0016] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
wordt gekenmerkt door het feit dat de zuiverheid van de silica ten minste 50 % be- 
draagt, bij voorkeur ten minste 75%. 

[0017] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
20 wordt gekenmerkt door het feit dat een granulator wordt toegepast, bij voorkeur een 
snelmenger of een menger-granulator. 

[0018] Een voorkeursuitvoeringsvonn van de werkwijze volgens de uitvinding 
wordt gekenmerkt door het feit dat een vloeibare samenstelling van een bindmiddel, bij 
voorkeur gelatine of polyvinylpyrrolidon, tijdens het granuleren of extruderen door 

25 verstuiven in de granulator of extruder wordt ingebracht 

[0019] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de werkwijze volgens de uitvinding 
wordt gekenmerkt door het feit dat het granuleren of extruderen wordt uitgevoerd voor 
het vervaardigen van het gelmmobiliseerde lipasepreparaat met een verdeling van de 
deeltjesgrootte die overeenkomt met een hoeveelheid van ten minste 90% tussen 50 >un 

30 en 2.000 urn. 

[0020] Het met behulp van de werkwijze volgens de uitvinding bereide 
geimmobiliseerde enzympreparaat wordt toegepast voor het door het enzym gekataly- 
seerde proces. 


111 
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[0021] Het met behulp van de werkwijze volgens de uitvinding bereide 
getmmobiliseerde enzympreparaat wordt toegepast voor vet-gerelateerde processen. 
Men dient te bedenken dat deze vet-gerelateerde processen ladingsgewijs of continu 
kunnen worden vritgevoerd. Bij ladingsgewijze uitvoering is gebleken dat het met be- 

5 hulp van de werkwijze volgens de uitvinding vervaardigde gelmmobiliseerde fipase- 
preparaat aan het einde van het enzymatische proces een bevredigende filtreerbaaxheid 
vertoont, en bij continue uitvoering is gebleken dat het met behulp van de werkwijze 
volgens de uitvinding vervaardigde gelmmobiliseerde lipasepreparaat een goede fysi- 
sche sterkte vertoont die leidt tot een bevredigend resultaat van de kolom. 

10 [0022] Een voorkeursuitvoeringsvonn van de toepassing volgens de uitvinding 
bestaat uit de onderlinge verestering van vetten en wordt gekenmerkt door het feit dat 
vloeibare vetten of vetmengsels, waaronder vrije vetzuren of vetzure esters, in aanra- 
king worden gebracht met het getmmobiliseerde lipasepreparaat. 
[0023] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de toepassing volgens de uitvinding 

15 bestaat uit de synthese van glyceriden of andere vetzuuresters en wordt gekenmerkt 
door het feit dat een mengsel van glycerol of gesubstitueerde glycerolen of andere ty- 
pen alcoholen en vrije vetzuren in aanraking wordt gebracht met het gelmmobiliseerde 
lipasepreparaat 

[0024] Een voorkeursuitvoeringsvorm van de toepassing volgens de uitvinding 
20 bestaat uit de synthese van glycolipiden. De synthese van glycolipiden met gelmmobi- 
liseerde lipasepreparaten in het algemeen wordt beschreven in Bjorkling, F., et al. 
(1989), J. Chem. Soc, Chem. Commun., pag. 934 - 935. 

[0025] De uitvinding zal aan de hand van de navolgende voorbeelden worden 
toegelicht. 

25 [0026] Alle productievoorbeelden (1 - 8) geven de ladingsgewijze uitvoeringsvorm 
weer van de werkwijze volgens de uitvinding. Voor de vervaardiging op industriele 
schaal wordt gewoonlijk de voorkeur gegeven aan de continue uitvoeringsvorm. Voor- 
beeld 9 is een toepassingvoorbeeld. 

[0027] De toepassing volgens de uitvinding wordt indirect toegelicht in de 
.30 Voorbeelden 1 - 8 wanneer men bedenkt dat elke BAUN bepalihg de toepassing (on- 
derlinge verestering) volgens de uitvinding weergeeft. De toepassing volgens de uitvin- 
ding wordt direct weergegeven in Voorbeeld 9. 
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[0028] Fig. 1, direct betrekking hebbend op Voorbeeld 9, laat de omzetting zien 
met betrekking tot de synthese van een ester die wordt uitgevoerd in de vorm van een 
continue kolombewerking, afhankelijk van de tijd. 

5 VGORBEELDEN 

VOORBEELD 1 

[0029] In een van een impeller met een toerental van 900 omw/min voorziene snel- 
10 menger werd 65 g poedervonnig synthetisch magnesiumsilicaat, Celkate T-21 
(Maiiville), ingebracht Op het silicapoeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, 
gedurende ongeveer vijf minuten continu 75 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipase- 
concentraat (bereid volgens het Deense octrooi nr. 157560 met Humicola lanuginosa 
DSM 3819, gehalte droge stof 30%, met een activiteit van 700.000 LU/ml) verstoven. 
15 Het gevormde granulaat werd tot de volgende ochtend bij kamertemperatuur gedroogd 
en gezeefd (300 - 700 jim). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de analyse van 
het monster kwam uit op 2,6 BAUN/g. Met de bepaling van de lipase-activiteit uitge- 
drukt in BAUN (Batch Acidolysis Units Novo) wordt de aanvangssnelheid gemeten 
van de opname van decaanzuur in zonnebloemolie met een hoog oleaatgehalte (10% 
20 water, 70°C). Een uitvoerige beschrijving van de werkwijze (MP 9410704) is op ver- 
zoek verkrijgbaar bij Novo Nordisk A/S. De bepaling werd uitgevoerd zonder magne- 
tisch roeren, maar in een geschud waterbad. 


25 


VOORBEELD 2 


[0030] In een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 65 g Celkate T- 
21 ingebracht Op het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 25 g 
vloeibaar Humicola lanuginosa lipaseconcentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1 
verstoven. Hierna werd op het poeder 50 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipasecon- 
30 centraat met 3% (w/w) Kollidon K25 polyvinylpyrrolidon (BASF) verstoven. Het ge- 
vormde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd 
(300 - 700 nm). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en de analyse van het monster 
kwam uit op 0,5 BAUN/g. 
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[00311 In een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 40 g poedervor- 
inig gecalcineerd diatomeeenaarde, Claicel CBL 3 (Ceca SA.), ingebracht Op bet 
; poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 11 g vloeibaar Htmicola 
lanuginosa lipaseconcentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1 verstoven. Hiema werd 
op het poeder, terwijl de impeller in bedrijf was, 47 g van de Htmicola lanuginosa uV 
pase met 3% (w/w) Kollidon K25 verstoven. Het gevormde granulaat werd tot gedu- 
.: rende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 \im). Het vocht- 
10 gehalte werd gesteld op 1 0 % en de analyse van het monster kwam uit op 2,4 BAUN/g. 

VOORBEELD 4 

. 

: [0032] la een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 50 g Clarcel CBL 
IS - Siiogebracht. Op het vloeibare poedervonnige concentraat zoals aangegeven in Voor- 
p beeld 1 werd continu 72 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipaseconcentraat zoals aan- 
■ ■ gegeven in Voorbeeld 1 met 5 % (w/w) gelatine (ASF gelatine, Sanofi Bio-Industries) 
/'v^iffefstovea Het gevormde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur 
* ; gedroogd en gezeefd (300 - 700 Jim). Het vochtgehalte werd gesteld op 10 % en de 
20 analyse van het monster kwam uit op 5,1 BAUN/g. 

VOORBEELD 5 

■100331 In een snelmenger zoals aangegeven in Voorbeeld 1 werd 30 g Clarcel CBL 
25 3 len 20 g talkpoeder ingebracht. Op het vloeibare poedervonnige concentraat zoals 
aangegeven in Voorbeeld 1 werd continu 20 g vloeibaar Humicola lanuginosa lipase- 
concentraat zoals aangegeven in Voorbeeld 1 verstoven. Hiema werd op het poeder, 
terwijl de impeller in bedrijf was, 28 g van het Humicola lanuginosa lipaseconcentraat 
met 2% (w/w) Methocel A-15 methylcellulose (Dow) verstoven. Het gevormde granu- 
30 laat werd gedurende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 
lim). Het vochtgehalte werd gesteld op 1 0% en de analyse van het monster kwam uit op 
. 7,7 BAUN/g. 
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VOOBBEELD 6 

, „ 0 - ceuate T-21 gewassen met 3 volumes 

„ to Voorbeeld I a. b« geb« I* J tonattmpmmur 
opU^BAUN/g-Hetfilwatbevaie 27565 kLU, 

van 78% (of 390 kLU/g>. poedervonnige Celkate 

stag version Hiemawerd 0,1 gAerosn f4 (300 . 700 

-S^^-^^^^^.,0,5, 
: Het vochtgehalte werd gesteld op 10% 

i^BAUN/g. 

. 

20 <VOOBSEELD 7 

^ in VoorUeid , - be, g*«> werd bi) b— « ^ 

E>aiotanes0,lM P« <* - «— - 1 17% (of ,6 

Wbeva^en *276. UU O <— mend nr.. - Mde 

^ ; ifitgevoerde analyse kwam uit op 13,4 BAUN/g. ^ orm io Clarcel 

^ CBL 3 werd 55 g ingebracbt in een snelmenger zoals aangegeven in 


o 
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; het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu61 g van een oplossing met 
2%.{w/w) gelatine en 1% Methocel A-15 methylcellulose (Dow) verstoven. Hiema 
g Aerosil 200 siliciumdioxide (Degussa) toegevoegA Het gevonnde granulaat 
*£ wea bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 nm). Het vochtgehalte 
- vWrd gesteld op 10% en de uitgevoerde analyse kwam uit op 8,4 BAUN/g. 
• ii[0O3S] Van de zo gewassen gelmmobiliseerde lipase op poedervonnig Clareel 
CBL 3 werd nog een deel, d.w.z. 59 g, ingebracht in een snelmenger zoals aangegeven 
r ih ^Voorbeeld L Op het poeder werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu 59 g 
v ^yan een oplossing met 5% (wAv) gelatine verstoven. Hierna werd 0,1 g Aerosil 200 
tOA.l ' sfficiumdioxide (Degussa) toegevoegd. Het gevonnde granulaat werd bij kamertempe- 
^rirtuur gedroogd en gezeefd (300 - 700 Jim). Het vochtgehalte werd gesteld op 10% en 


d6,uitgevoerde analyse kwam uit op 10,1 BAUN/g. 


VOORBEELD 8 

[I5?l|^v,:.: - 

)39J Dit is een productievoorbeeld zoals de voorbeelden 1 - 7, maar met een 
;^;J;ander lipase voortbrengend micro-organisme. 


^|[0040} Bereiding van monster 1: in 51 ml gedeioniseerd water werden opgelost 
?Sf l2j9 g gevriesdroogde Candida antarctica B lipase in poedervorm met een activiteit 
°-Sf^ 250.000 LU/g en 1,4 g Kollidon K25. In een snelmenger zoals aangegeven in 
^^°^ rbeeld 1 WTd 50 8 Celkate T-21 ingebracht en de hierboven aangegeven oplossing 
V - van Candida antarctica B lipase werd, terwijl de impeller in bedrijf was, continu op de 
i ^ Boeder verstoven. Het gevonnde granulaat werd gedurende de nacht bij kamertempe- 
g^d^ogd 611 gezeefd (300 - 1000 nm). 
|25 : [0041] Bereiding van monster 2: in 51 ml gedeioniseerd water werden opgelost 
12,9 g Candida antarctica B lipase en 0,86 g Methocel A-15. In een snelmenger werd 
50 g Celkate T-21 ingebracht en de bovengenoemde oplossing werd, terwijl de impeller 
in bedrijf was, continu op de poeder verstoven. Het gevonnde granulaat werd gedu- 
rende de nacht bij kamertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 1000 Jim). 
1 30 [0042] Bereiding van monster 3: in 48 ml gedeioniseerd water werden opgelost 
12,8 g Candida antarctica B lipase en 0,81 g Kollidon K25. In een snelmenger werd 50 
g Celkate T-21 ingebracht en de bovengenoemde oplossing werd, terwijl de impeller in 
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xontinu op de poeder verstoven. Het gevonnde granulaat werd gedurende 


tit ]bij r k^mertemperatuur gedroogd en gezeefd (300 - 1000 nm). 


)ORBEELD9 

iVXi * *..-'.'; 

J] > ^- Dit is een toepassingsvoorbeeld met het preparaat volgens Voorbeeld 8, in 
aenhang met Fig. 1. 

0044] ^ v De drie in Voorbeeld 8 beschreven monsters werden gefivalueerd in kolom- 


dwr eeh continue synthese van ethyighicoside-esters (EGE) door ethylglucoside 


te Iaten reageren met decaanzuur. 


Leactie omstandigheden 


ietirigen kolom 
3tte monster 


diameter - 1,5 cm; lengte = 20 cm 
5,0 g 

Ethylglucoside*) 

Decaanzuur 

Tertiair butanol 25% 

60 °C 

30g/h 

162 uur 


4,98 kg 
4,92 kg 
3,30 kg 


Gesyhthetiseerd door ethanol en D-glucose in aanwezigheid van een kationenwisselaar tc latcn 


Na 18, 44, 90 en 162 uur werden monsters genomen en met behulp van 
^^^erdeii het gehalte aan EGE en EG gemeten en een berekening werd gemaakt 
j^ omzettingspercentage. De resultaten worden weergegeven in Fig. 1. Bovendien 
I opgemerkt dat de fysische stabiliteit van de monsters goed was. 
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fw0^M .het vervaardigen van een gelmmobiliseerd lipasepreparaat, 


I|f£:jn een granulator of extruder inbrengen van een vloeibare 
^^rnenstelling en een uit deeltjes bestaande silica- of siUcaatdrager 

etn deeltjesgrootte van minder dan 100 um, en 
|P|h&uitvoeren van een granulering of extrusie voor het vonnen van het 
^feiobiliseerde lipasepreparaat. 


^fvSgphs conclusic 1, met het kenmerk data) en b) worden uitgevoe- 


' J^igens conclusie 1, met het kenmerk dat a) en b) opecnvolgend 
amtgeyoerxL 


„ip|Sgens 6en der concludes 1 - 3, met het kenmerk dat de lipase is 
mllmeen stam van Humicola, Candida antarctica of Rhizomucor miehei. 

,^^§$gsas een der concludes 1 - 4, met het kenmerk dat de silica of het 
eOT f ztdverheid heeft van ten minste 50 %. 

^z^lgens 66a der conclusies 1 - 5, met het kenmerk dat het sUicaat 
esiuSisilicaat is. 

nix .... 

^^olgens 66a der conclusies 1 - 6, met het kenmerk dat de granulator 
Q^l^^ een snelmenger of een menger-granulator is. 

p^volgens een der conclusies 1 - 7, met het kenmerk dat tijdens het 
jfiSfof extruderen in de granulator of extruder een bindmiddel wordt toe- 
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/^twiize volgens conclusie 8, met het kenmerk dat tijdens het granules of 
Jg^|;i» vloeibare samenstelling van het bindmiddel door verstutven 
|l|$racht in de gtanulator of extruder. 

conclusie 8 of 9, met het kenmerk dat het binctariddel gela- 

^^ly^ylpyrrolidon is. 


^i jze volgens een der conclusies 1 - 10, met het kenmerk dat de vloeibare 
telSstetiing tqder^ het granules 


■Pii*^-.-.- 


o 
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